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福建 产 圆 斑 蜂 蛇 ipera russelli 
siamensis) 蛇毒 毒性 磷 酯 酶 和 ,的 氨基 酿 
组 成 和 N- 末 妆 部 分 人 氨基酸 顺序 的 测定 
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用 手工 也 dman 降 解 方法 测 出 毒性 磷 琵 酶 4。 的 氨基 端 部 分 氨基 酸 顺 序 为 ， 


1 5 10 15 
Asn-Leu-Phe-Gln-Phe-A la-Arg-Met-ILe-Asn-Lys-Lys-Leu-Gly-Ala-Phe 


20 
-( -)-Phe-( - )-Asn-Tyr-lle, 


BL TWHREEA ,多 种 多 样 的 药理 作用 ， 关 于 它 的 结构 与 功能 关系 的 ETE, ARA 
BANKER, CSBA, ETERRA :的 一 级 结构 得 到 完满 的 解决 。 
.— XCEyjBpRERERESEBEBRES A ;的 结构 研究 还 未 见报 道 。 前 文 [1] 报 导 了 从 福建 产 圆 斑 暴 
蛇毒 中 纯化 了 一 个 毒性 磷 栈 酶 As*， 并 测定 了 它们 的 某 些 理化 福 质 ， 本 文 报 导 了 该 酶 的 


氨基 酸 组 成 及 氨基 端 部 分 氨基 酸 的 排列 顺序 。 
方法 和 结 采 


一 、 氨 基 酸 组 成 


PEES EANA :0.3 毫克 ， HET A 2 % 王 基 乙 酸 的 5.7N HCl 0.527] 
中 ， 真 空 封闭 ，110*C 水 解 24 小 时 。 男 取 同 样 量 的 样品 经 过 甲酸 氧化 后 ， 加 5.7N HOR 
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空 封闭 ，110°0 水 解 24 小 时 ， 开 管 后 ， 真 空 燕 去 盐酸 ， 分 别 用 Hitachi 835 型 氨基 酸 自 动 
分 析 仪 定量 测定 。 色 氨 酸 的 量 以 加 纺 基 乙酸 水 解 测 得 值 为 准 ， 磷 基 丙 氮 酸 以 过 甲酸 水 解 
为 准 。 从 SDS- 聚 两 燃 栈 胺 凝 胶 电泳 测定 的 分 子 量 与 测 得 的 氨基 酸 组 成 值 求 得 相应 的 信 
数 ， 换 算 成 相对 的 分 子 比 。 结 果 如 表 1 所 示 。 


表 1 贺 斑 时 蛇毒 磷 酯 酶 A ， 二 、 氧 基 端 部 分 氨基 酸 顺 序 
的 氨基 酸 组 成 
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基本 上 按照 Edman 和 Peterson 等 人 [3 
的 改进 方法 ， 在 一 只 带 有 磨 口 玻 赛 的 10 毫 升 
玻璃 离心 管 中 ， 将 3 ELI pE EE RERENI EE 
A :样品 溶 于 0,.4 毫 升 、0.4Mpti9.5 二 甲 基 
HAER (DMAA) 缓冲 液 中 ， 加 入 60 微 升 
RARER (PITO 通 入 氮气 后 播 匀 ， 
在 50?C 反 应 半 小 时 ， 用 茶 〈4x1.5 豪 升 》 将 
过 量 试剂 抽出 ， 水 相 在 55*C 用 氮气 吹 干 ， 加 

入 0.5 训 升 无 水 三 氟 乙 酸 ， 在 50°C 裂 解 10 分 

钟 ， 在 氮气 流下 将 三 气 乙 酸 吹 干 后 ， 加 入 0.4 毫 升水 、1 毫升 乙酸 乙 醋 ， 揪 匀 后 离心 分 
相 ， 抽 出 有 机 相 后 ， 再 加 入 2 x 1 毫升 乙酸 乙 酯 ， 如 此 抽 提 共 三 次 。 在 水 相 中 含有 除去 
N 端 氨基 酸 残 基 的 肽 段 ， 在 55°C 用 和 氮气 吹 干 后 ， 可 开始 下 一 步 Edman 降 解 。 有 机 相 中 含 
有 产物 莱 胺 基 唑 哗 啉 病 氨 基 酸 (ATZ- 氮 基 酸 ) ， 在 氮气 流 中 将 有 机 相 吹 干 ， 加 入 0.5 毫 
升 1 N 盐酸 ， 在 80°C 保 温 10 分 钟 ， 此 时 AT2Z- 氮 基 酸 转化 成 某 基 乙 内 酰 硫 脲 衍生 物 
{PTH- 氨 基 酸 ) ， 用 乙酸 乙 醋 抽 提 ， 除 了 PTH- 精 氮 酸 、 组 氮 酸 及 半 胱 磷酸 仍 留 在 水 相 
外 ， 其 他 PTH- 气 基 酸 都 进入 有 机 相 ， 分 别 将 有 机 相 和 水 相 用 氮气 吹 干 后 ， 用 硅胶 薄板 
(了 上 .Merck 产 品 ，5554 型 ， 硅 胶 60F:s) 鉴定 PTH- 氮 基 酸 。 

2. PTH- 氮 基 酸 的 鉴定 

从 有 机 相 所 得 的 PTH- 氮 基 酸 ， 加 一 滴 乙 酸 乙 酯 溶解 后 在 硅胶 薄板 上 点 样 ， 用 溶剂 
系统 1 CR: 乙醇 =98: 2) 展 屋 后 在 254 毫 微米 紫外 灯 下 可 监 定 FIH- 有 睛 氨 酸 、 亮 所 
M, REAM, HAM, ZAAR, PHAR, PAR, BAK, HEUS. BAM., I 
AMAEN—PTH-KAM., 用 溶剂 系统 2 (Mih: 乙醇 : 甲醇 =88,2:1.8 : 10) 可 鉴定 
PTH- 苏 氨 酸 、 上 丝氨酸 、 谷 换 栈 胺 、 门 冬 酰 胺 、 谷 氮 酸 及 门 冬 氮 酸 。 从 水 相 所 得 的 PTH™ 
氨基 酸 ， 用 丙酮 ( 含 1 % 水 ) 溶解 后 ， 点 样 于 硅胶 薄板 上 ， 用 溶剂 系统 3 (LETH: F 
BER : ERE : 乙酸 :水 =10:4:4:1:1) 展 层 后 用 碘 蒸 气 炸 ， 产 生 黄 色 兽 点 ， 可 鉴定 
PTH- 组 氮 酸 、 精 乞 酸 及 半 胱 磺 酸 。 在 鉴定 腕 氨 酸 时 ， 前 半 个 胱 氮 酸 分 子 经 降解 后 ， 通 
过 它 的 二 硫 键 仍 与 后 半 个 分 子 相连 接 ， 所 以 在 测定 前 半 个 胱 氨 酸 分 子 时 ， 在 顷 序 上 会 出 
现 一 个 空缺 ， 当 测定 到 后 半 个 胱 气 酸 分 子 时 ， 经 Edman 降 解 后 可 形成 双 一 PTH- 胱 氨 
酸 。 测 得 的 氨基 端 部 分 氮 基 酸 顺 序 如 表 2 所 示 ， 为 了 比较 起 见 ， 表 2 还 列 出 了 猪 胰 和 其 
它 蛇 毒 的 磷 酯 酶 A 以 及 具有 毒性 的 碰 琵 酶 A 的 氨基 端 氨基 酸 排列 次 序 。 
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ABESSE ALEIEOGERBLUARSUR, EITHRACR 83 FRE, 即 高 含量 
的 门 科 气 酸 ， 半 了 腾 氨 酸 ， 甘 氨 酸 和 酯 氮 酸 ， 但 甲 硫 氨 酸 和 色 氨 酸 的 含量 却 较 低 。 福 建 产 
WjsterdpdeWEUEDRNENR A ,的 氨基 酸 组 成 也 具有 这 些 特征 。 它 含有 17 个 门 冬 气 酸 ，12 个 半 
KAR, 1447 H UL 个 栈 氨 酸 残 基 ， 但 只 含有 1 个 甲 硫 握 酸 和 色 气 酸 残 基 。 

由 表 2 可 以 看 出 ， 福 建 产 圆 斑 峰 蛇毒 毒性 磷 柄 醇 A ;和 其 它 来源 的 砚 酯 酶 A WER 


有 磷 陋 酶 和 ,活性 的 毒素 的 NN 端 氮 基 酸 顺序 中 ，Asn 一 Leu、GIn 一 Phe、Met 一 le 的 顺序 
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ABSTRACT 


The ioxic phospholipase A of Vipera russelli siamensis venom is com- 


posed of 124 residues from 18 kinds of amino acids and has a molecular weight 
of 13,883 daltons, It high contents of aspartic acid (17), lhalf-cystine (12), 
glycine (14) and tyrosine (9 ). The contents of methionine and tryptophan in 
this enzyme is comparatively low, The sequence of the first 22 N-terminal 
ollows: Asn-Leu-Phe-GIn-Phe-A la-Arg-Met-Te-Asn-Lys-Lys- 


rosiducs is as f 


Leu-Gly-Ala-Phe-(—) -Phe-(—) -Asn-Tyr-lle. 





